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SOUHRN

Cil studie: Sledovani a vyhodnoceni prinosu stanoveni solubilnich cytokeratinovych fragment( pro diagnostiku jaternich
metastaz.

Typ studie: Kombinovana retrospektivni a prospektivni studie.

Material a metody: V obdobi od ledna 2010 do prosince 2014 bylo v Imunoanalytické laboratofi FN Plzen vySetfeno sérum
1616 pacientd z plicni a chirurgické kliniky. Pacienti byli rozdéleni do skupin podle diagnéz. Skupina C34 byla skupinou
pacientt se zhoubnymi nadory plic ve stadiu I, Il a lll. Skupinu C787 tvorili nemocni s metastatickym postizenim jater bez
rozliSeni pdvodu téchto metastéz. Kontrolni skupina se skladala z pacient( Ié¢enych na plicni zanétlivda onemocnéni a déle
pak z pacient, ktefi byli IéGeni pro poruchy $titné Zlazy ¢i metabolickd onemocnéni. V dobé nabéru byli v kompenzovaném
stavu. U v8ech pacientl byl stanoven MonoTotal, CYFRA 21-1 a CEA. MonoTotal byl stanoven za pouZiti imunoradiomet-
rické soupravy MonoTotal IRMA (IDL Biotech, Svédsko), CYFRA 21-1 za pouziti imunoradiometrické soupravy CYFRA 21-1
IRMA (Cisbio Bioassays, Francie) a CEA pak chemiluminiscencni metodou na pfistroji Architect i1000 (Abbott Laboratories,
USA). Pro veskere statistické vypocty byl pouzit statisticky software Statistica (StatSoft, Inc., USA).

Wsledky: U jaternich metastéz jsme zjistili vyrazné vyssi hladiny vSech sledovanych markerl nez u primarniho plicniho
nadoru a nez u nenadorovych diagndz (shodné p-Value <0,0001). ROC kfivky ukazuiji, ze schopnost odlisit spojenou nado-
rovou skupinu C34 a C787 od kontrolni neni u hodnocenych markert piili$ vyraznd, coz potvrzuiji vypocitané AUC: Mono-
Total=0.6924, CYFRA 21-1=0,6398 a CEA=0,5955. Pokud hodnotime nadorové skupiny oddélené podle diagnoz, ROC
krivky jasné ukazuiji, Zze schopnost odliSeni jaternich metastéz od kontrolni skupiny pomoci hodnocenych marker( je vyrazné
vySSi nez odliseni plicniho nadoru. Vypocitané AUC pro jaterni metastazy jsou: MonoTotal=0,9497, CYFRA 21-1=0,8758
a CEA=0,7514.

Zavér: U jaternich metastdz jsou hladiny vSech sledovanych marker( vyznamné vySS$i nez u primarniho plicniho nadoru
a nez u nenadorovych diagnéz. ROC krivky a AUC jasné ukazuji, ze cytokeratinové markery MonoTotal a CYFRA 21-1
jsou vysoce citlivé markery jaternich metastaz. CEA, které se v minulosti pouzivalo jako marker metastatického procesu,
za obéma cytokeratiny vyrazné zaostalo. Cytokeratinové markery umoznuji Casnejsi zachyt jaternich metastaz a s vyuzitim
moderni onkologické a chirurgické Iécby umoziiuji prodlouzeni doby preZiti a zvySeni kvality Zivota pacientd.
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SUMMARY

Spisakova M., Kuéera R., Topoléan 0., Safanda M., Slouka D., Kinkorova J., Tfeska V.: The use of soluble cyto-
keratin fragments in the diagnosis of liver metastases.

Objective: Monitoring and evaluation of benefit of the soluble cytokeratin fragments determination for the liver metastases
diagnostics.

Design: Combined retrospective and prospective study.

Material and Methods: In the period from January 2010 to December 2014 was in the Laboratory of immunoanalysis
examined 1616 serum samples of patients from lung and surgery clinic. Patients were divided into groups according to
the diagnoses. C34 consisted of the patients with lung cancer in stage |, Il and lll. C787 group consisted of patients with
metastatic liver disease without distinguishing of origin of these metastases. The control group consisted of patients treated
for inflammatory lung diseases and then from patients who were treated for thyroid disorders or metabolic disorders. At the
time of sample collection all the patients were in the compensated status. MonoTotal, CYFRA 21-1 and CEA were determi-
ned in each sample. MonoTotal was determined using an immunoradiometric kit MonoTotal IRMA (IDL Biotech, Sweden),
CYFRA 21-1 using immunoradiometric CYFRA 21-1 IRMA kit (Cisbio Bioassays, France) and CEA was determined using
chemiluminescent kit and the measurement was performed using the Architect i1000 instrument (Abbott Laboratories,
USA) . Statistical software (StatSoft, Inc., USA) was used for all statistical calculations.

Results: For liver metastases, we found significantly higher levels of all studied markers than for the primary lung tumor
and non-tumor diagnoses (both p-value <0.0001). ROC curves show that the ability of assessed markers to distinguish
between the tumor group (C34 + C787) and the control is not too strong. Calculated AUC values confirm this fact: Mono-
Total=0.6924, CYFRA 21-1=0.6398 and CEA=0.5955. When evaluating the cancer groups separately according to the
diagnose ROC curves clearly show that the ability to distinguish hepatic metastases from control group using the evaluated
markers is significantly higher than the distinguishing of pulmonary tumor. AUC calculated for liver metastases are: Mono-
Total=0.9497, CYFRA 21-1=0.8758 and CEA=0.7514.
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Conclusion: For liver metastases are the levels of all monitored markers significantly higher than in the patients with the
primary lung tumors and in the patients with non-tumor diagnoses. ROC curve and AUC clearly show that cytokeratin
markers MonoTotal and CYFRA 21-1are highly sensitive markers of liver metastases. CEA, which was used as a marker
of metastatic process in the past, did not match so good results as both cytokeratins did. Cytokeratin markers allow for
earlier detection of liver metastases and the use of modern oncology and surgical treatments allow prolonged survival and

improved quality of life of patients.

Keywords: Cytokeratin tumor markers, MonoTotal, CYFRA 21-1, CEA, lung carcinoma, liver metastasis.

Uvod

Jednou skupinou parametr’ pro hodnoceni biolo-
gické aktivity nador( jsou proliferativni nadorové mar-
kery, které jsou sice urcitym zplisobem nespecifické,
ale jgjich zvySené hodnoty jsou spojeny se zvySenou
proliferaci a agresivitou nadorového procesu [1]. V té-
to praci jsme se soustfedili na dva markery ze skupi-
ny solubilnich cytokeratinovych fragmentd MonoTotal
a CYFRA 21-1. Jedna se o cirkulujici komplexy frag-
mentl cytokeratin 8, 18 a 19, které se vyskytuii jak
v normalnim epitelu, tak v nadorovych bunkach odvo-
zujicich se od daného epitelu [2]. U malignich nado-
rd v progresi dochéazi k proteolytickému odstépovani
solubilnich fragmentd, které se dostavaji do krevniho
obéhu, kde jsou pak detekovany protilatkami réizné
oznadovanych komerénich testl. Diagnosticka soupra-
va MonoTotal [3] ma protilatky namifené proti cytokera-
tinovym fragmentdm 8, 18 a 19, souprava CYFRA 21-1
[4] pak proti cytokeratinovému fragmentu 19. Protoze
jsme posuzovali schopnost marker( detekovat jaterni
metastazy, pribrali jsme do naseho vyhodnoceni nado-
rovy marker CEA, ktery se v minulosti ¢asto pouzival
jako marker metastatického procesu [5].

Material a metody

V obdobi od ledna 2010 do prosince 2014 bylo
v Imunoanalytické laboratofi FN Plzer vySetfeno sérum
1616 pacientd z plicni a chirurgické kliniky. Pacienti byli
rozdéleni do skupin podle diagndz. Skupina C34 se
skladala z pacient’ se zhoubnymi nadory plic ve stadiu
[, Ila lll. Skupinu C787 tvorili nemocni s metastatickym
postizenim jater bez rozliSeni plvodu téchto metastaz.
Pritomnost jaternich metastaz byla detekovana ve vét-
Siné pripadd sonograficky a vzdy ovérena PET-CT.
Pokud byl nemocny operovan, soucasné také pri ope-
raci. Kontrolni skupina se skladala z pacient( lé¢enych
na plicni zanétlivda onemocnéni a ddle pak z pacientd,
ktefi byli IéCeni pro poruchy §titné Zlazy i metabolicka
onemocnéni. V dobé& nabéru byli v kompenzovaném
stavu. Definice a zakladni charakteristika hodnocenych
souborl pacientd je uvedena v Tabulce 1 a Tabulce 2.

Table 1. Definition of patient group

Item Describing

Control group
C34

Non-cancer diagnosis

Lung malignant tumors - stage |, II, lll

Liver metastases without distinguishing of

cr787 .
origin

Table 2. Base characteristic of patient groups

Group of patients C34 Cc787 Sl
group
Females N/% 347/36 | 29/27 211/39
Males N/% 622/64 | 76/73 | 331/61
Total N 969 105 542
Ade Median (years) 69 73 67
9 (min—max) | (22 -90) | (33-89) | (18 - 91)

U v8ech pacientl byl stanoven MonoTotal, CYFRA
21-1 a CEA. MonoTotal byl stanoven za pouziti imuno-
radiometrické soupravy MonoTotal IRMA (IDL Biotech,
Svédsko), CYFRA 21-1 za pouziti imunoradiometrické
soupravy CYFRA 21-1 IRMA (Cisbio Bioassays, Fran-
cie) a CEA pak chemiluminiscenéni metodou na pri-
stroji Architect i1000 (Abbott Laboratories, USA). Pro
vesSkeré statistické vypocty byl pouzit statisticky soft-
ware Statistica (StatSoft, Inc., USA). Byly spocitany
deskriptivni statistiky pro vSechny hodnocené skupiny
pacientl. Déle jsou ve vysledcich spocitany nasledu-
jici parametry: aritmeticky prlimér, median, minimum
a maximum, dale pak byly spoditany pro vyhodnoceni
uziteGnosti jednotlivych markerd ROC kiivky a plochy
pod kfivkou (AUC). Pro lepsi orientaci jsou vysled-
ky vyhodnoceni nadorovych marker( uvadény nejen
v tabulkach, ale iv grafické podobé. Porovnani zmén
hladin nadorovych marker( ve sledovanych skupinach
bylo provedeno vzhledem k negaussovskému roz-
déleni hodnot neparametrickym Wilcoxonovym tes-
tem a neparametrickym Kruskal-Wallisovym testem.
VSechny provedené testy byly oboustranné a p-hod-
nota<0,05 indikovala statistickou vyznamnost.

Vysledky

Pri vyhodnoceni souboru pacient’ jsme se zamé-
fili na zmény v hladinach nadorovych marker( a na
interpretaci vysledkl u plicniho karcinomu v porovnani
s metastazami do jater bez rozliSeni plvodu. Ziskané
vysledky jsou uvedeny v Tabulce 3. P-hodnota Wilcoxo-
nova testu znamena statistickou vyznamnost pfi porov-
nani skupin C34 a C787s kontrolni skupinou. Kruskal-
Wallisovym testem jsme hodnotili zmény nadorovych
marker( ve vSech tfech porovnavanych skupinéch.

Pro snazsi pfedstavu o rozloZzenihodnot jsou vysled-
ky jednotlivych markert ve vS8ech skupinéch zobrazeny
v nasledujicich grafech (obr. 1 — 3). Pro vétsi prehled-
nost je ve vSech box-plot grafech zobrazen pfirozeny
logaritmus hodnoty markeru — In(marker).
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Table 3. Serum levels of MonoTotal, CYFRA 21-1 and CEA

a:::gt Status/N Mean | Median | Minimum | Maximum Wilg ;‘)’:'Jl::iest Kruskg ;Y\f\;:lTis -
Controls/542 | 155 68.85 1.00 6000 -
'(\lﬂlj’/rﬂ‘)’ Total C34/969 223 121 1.00 6000 <0.0001 <0.0001
C787/105 | 1529 | 1023 30.30 10000 <0.0001
Controls/542 | 6.02 1.70 0.50 332 -
((;\/(LF)RA 21 C34/969 7.12 2.30 0.50 243 <0.0001 <0.0001
C787/105 | 62.44 | 21.70 0.60 1109 <0.0001
Controls/542 | 1253 | 2.40 0.10 900 -
8;2) C34/969 | 2020 | 2.90 0.30 900 <0.0001 <0.0001
c787/105 | 73.62 | 8.80 0.40 1000 <0.0001
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Fig. 1. MonoTotal serum levels in each group
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Fig. 3. CEA serum levels in each group

V naSem souboru je zfejmé, Ze primarni plicni nador
ma vyrazné odliSnou charakteristiku s ohledem na hla-
diny hodnocenych nadorovych marker( v porovnani
s hladinami marker( u jaternich metastéz. U jaternich
metastaz jsou hladiny vyrazné vy3Si nez u primarniho
plicniho nadoru

Nasledujici ROC kfivky ukazuji (obr. 4), ze schop-
nost odliSit spojenou nadorovou skupinu (C34 + C787)
od kontrolni skupiny neni u hodnocenych marker( prilis
vyrazna, coz potvrzuje i nasleduijici Tabulka 4., kde jsou
uvedeny hodnoty AUC.
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Fig. 2. CYFRA 21-1 serum levels in each group

ROC CURVE
Control group vs. C34+C787

sensitivity (%)

— MonoTotal

100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
specificity (%)

Fig. 4. ROC curve of control group vs. C34 + C787

Pokud hodnotime skupiny pacient( oddélené podle
diagnodz, jsou dosazené vysledky velmi rozdilné dle sku-
pin. Nasledujici ROC kfivky jasné ukazuji (obr. 5 a 6),
ze schopnost odliSeni jaternich metastaz od kontrolni
skupiny pomoci hodnocenych markert je vyrazné vyssi
nez odliseni plicniho nadoru od kontrolni skupiny.

UZiteC¢nost jednotlivych marker( pro odliSeni jater-
nich metastaz od kontrolni skupiny a odliSeni plicniho
nadoru od kontrolni skupiny je mozné vidét v Tabulce
5, kde je porovnani vypocitanych AUC.
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Table 4. AUC of tumor markers in control group vs. C34
and C787

Parametr (unit) AUC Controls vs. C34 + C787
MonoTotal (IU/L) 0.6924
CYFRA 21-1 (g/L) 0.6398
CEA (ug/L) 0.5955

Table 5. AUC of tumor markers in control group vs. C34
and C787

Parametr (unit) AUC Controls AUC Controls
vs. C34 vs. C787
MonoTotal (IU/L) 0.6665 0.9497
CYFRA 21-1 (g/L) 0.6142 0.8758
CEA (ug/L) 0.5786 0.7514
ROC CURVE

Control group vs. C34

sensitivity (%)

— MonoTotal
100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

specificity (%)

Fig. 5. ROC curve of control group vs. C34

ROC CURVE
Control group vs. C787
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Fig. 6. ROC curve of control group vs. C787
Diskuse

V minulosti byl ndlez jaternich metastaz velmi zavaz-
nou komplikaci nadorového onemocnéni a odborna
lékarska verejnost celkem opravnéné nevidéla velky
pfinos v nadorovych markerech, které by byly schopny
nas na tento zvrat ve vyvoji onemocnéni upozornit [6].
S rozvojem novych metod chirurgické a onkologické
léCby se vSak situace vyrazné meéni [7]. Jaterni resekce
je zlatym standardem jejich [éCby nabizejici nemocnym

kvalitni dliouhodobé prezivani. Déle je dnes mozné fesit
jaterni metastazy radou lécebnych postuptl s vyuzitim
moderni onkologickeé IéCby [8], embolizace vétve portalni
zily, metodami aplikace kmenovych bunék, vicedobymi
resekcemi, chemo, nebo radioembolizaci ¢i kombinaci
termoablacnich metod s resekcemi jater [9].

Progndza nemocnych zavisi na biologické aktivité
jaternich metastaz. A zde se otevira prostor pro vyuziti
pravé cytokeratinovych nadorovych markerd, které maji
sice nizkou specificitu, ale Uzce souvisi prave s aktivi-
tou nadorovych bunék [10]. Zahajeni jakékoliv 1éCby je
samoziejmé zavislé na potvrzeni metastdaz zobrazo-
vacimi technikami. V praxi to znameng, ze vySetfeni
nadorovych marker( pfi follow-up onemocnéni umoz-
nuje vCas proveést zobrazovaci techniku, a tak mnohdy
diagnostikovat recidivu s nékolikamésiCnim predstihem
pred klinickou manifestaci progrese. V naSem pripadg,
pozitivni laboratorni ndlez u 22 pacientd (21%) vedl
k nasledné indikaci zobrazovacich metod, které proka-
zaly pritomnost jaternich metastaz.

Nyni se podivejme detailngji na tfi nami pouzité
nadorové markery. U pomérné nového cytokeratino-
vého markeru MonoTotal jsou k dispozici studie, které
ukazuji jeho velmi dobrou korelaci s klinickym stavem
u nadord plic. Velice cenna Svédska studie sleduje
MonoTotal u plicnich nadort v pribéhu follow-up paci-
entl po celou dobu jejich preziti. Hladiny MonoTotalu
dobre korelovaly se zhorsujicim se stavem onemocnéni
[11]. Udaje o chovani MonoTotalu v pfipadé jaternich
metastaz bez rozliSeni pdvodu, ale v dostupné litera-
tufe chybéji. Dale jsou k dispozici téz studie o mar-
keru CYFRA 21-1, téZ u plicnich nadort [12] &i jinych
primarnich nador’ [13]. Korelace s klinickym stavem
byla téZ dobra. Udaje o hladinach CYFRA 21-1 pouze
v pfipadé jaternich metastaz nejsou bézné k dispozici.
Marker CEA je zde zarazen proto, ze byl po dlouhou
dobu povazovan za signal metastatického procesu [14]
a nékteré studie s nim pracuji i v dnedni dobé [15].

V hodnoceném souboru se objevila néktera fakta,
které posunuji naSi predstavu o vyuziti cytokeratino-
vych nadorovych markert. ROC kfivky a hodnoty AUC
jsou si velmi podobné u hodnoceni spojenych soubor(
C34 + C787 a samostatného souboru pacientll C34.
Vyrazny posun nastava po vydéleni samostatné sku-
piny C787. Patrna je tedy vysoka uziteCnost pfi odliso-
vani jaternich metastaz u markeri MonoTotal a CYFRA
21-1. Podivame-li se na hladiny markeru MonoTotal
u jaternich metastaz, je pomeérné prekvapivym zjisté-
nim, jak vysokych hladin koncentrace tohoto markeru
dosahuje. Pres dobreé reference na jeho vyuziti u nado-
r( plic, byl MonoTotal v naSem souboru pacientd zda-
leka nejlepSim markerem pro hodnoceni metastaz do
jater. Vypoditana hodnota MonoTotal AUC=0,9497 je
velmi vysoka. Jako druhy nejlepsi marker pro detekci
jaternich metastaz byl vtomto souboru vyhodnocen
CYFRA 21-1 s AUC=0,8758. | kdyZ byl CEA po dlou-
hou dobu pouzivan jako marker metastatického pro-
cesu, jeho hodnota AUC=0,7514 vyrazné zaostala za
hodnocenymi cytokeratiny. Jako dobré feSeni, které
se jako vystup z tohoto hodnoceni nabizi, je kombina-
ce CEA s markery MonoTotal a CYFRA 21-1. U mar-
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keru MonoTotal jsou tato zjisténi Uplné nova, ato na
pomeérné velkém souboru 1616 pacientt, coz eliminu-
je zkresleni statistického vyhodnoceni pro maly pocet
probandd.

Zaver

Cytokeratinové markery MonoTotal a CYFRA 21-1
dokazi s vysokou spolehlivosti upozornit na moznou
pritomnost jaternich metastaz, urychlit provedeni zob-
razovacich metod a zahdjeni radikalniho feSeni. Pokud
se podivame na vysledky CEA dosazené v nasem sou-
boru pacientt, pak musime konstatovat, 7ze CEA zda-
leka nenapliuje predpoklady markeru pouzitelného pro
diagnostiku a progndzu metastatického procesu.
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